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матричных металлопротеиназ на этапах репарации ожоговой раны: влияние на общую протеолитическую активность в очаге повреждения и в периферической крови
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Исследование выполнено по плану НИР Харьковского национального медицинского университета МЗ Украины (ректор – академик НАМН Украины, професор В.Н.Лесовой), в частности НИР кафедры фармакологии и медицинской рецептуры (зав.каф. – д.мед.н., проф. Т.В. Звягинцева) «Создание, исследование и патогенетическое обоснование новых комбинированных лекарственных препаратов политропного действия” (госрегистрация № 0109U001748; 2009-2012). 
Введение. Матриксные металлопротеиназы (ММП) – представители семейства цинковых протеаз, участвующие в протеолитической деградации различных компонентов внеклеточного матрикса, осуществляют регулирующую и модулирующую функцию в ангиогенезе. Ключевым моментом регуляции ангиогенеза является баланс ангиогенных и ангиостатических факторов, который, как считается, определяет течение раневого процесса вообще и ожоговой раны – в частности [3, 10]. Современные достижения протеолики показали, что для нормального развития, физиологического обновления, восстановления здоровых тканей ведущими являются две группы белков, а именно, матриксные металлопротеиназы и их тканевые ингибиторы (ТИМП) [4, 15].
В настоящее время большое внимание уделяется эндогенным ингибиторам ангиогенеза в качестве потенциальных мишеней для опосредованного потенцирования процесса заживления [5, 6]. Понимание процесса ангиогенеза и участие в этом специфических ММП являются основной целью многих исследований [12, 13]. Значение металлопротеиназ в развитии сосудистой сети в раневом процессе - неоднозначно. До настоящего времени роль ММП сводилась только к разрушению экстраклеточного матрикса, что необходимо для роста новых сосудов. Однако уже доказано, что в процессе внеклеточного протеолиза происходит высвобождение ангиогенных ростовых факторов, формируются проангиогенные центры связывания интегрина и активные факторы клеточной миграции. 
Доксициклин – полусинтетический антибиотик группы тетрациклинов широкого спектра действия – был создан в 1967 г. и на протяжении многих лет широко применяется в клинической практике. При клинически достижимых концентрациях он действует бактериостатически, нарушая синтез белка в микробной клетке путем связывания с 30 S – субъединицей РНК рибосом [7]. Доксициклин широко применяется при терапии инфекций, вызванных как грамотрицательными, так и грамположителными микроорганизмами. Согласно данным проведённых исследований, он обладает также неантибактериальными эффектами. Была показана способность доксициклина подавлять выработку провоспалительных цитокинов, в частности ИЛ-1β, в степени, аналогичной кортикостероидам. Исследование, проведённое T. Krakauer и соавт [8], ставило целью определить эффект доксициклина на вызванные стафилококковыми антигенами активацию Т-клеток и продукцию цитокинов мононуклеарами периферической крови человека in vitrо. Исследование показало, что доксициклин обладает дозозависимым ингибирующим эффектом на выработку цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО-α и γ-ИФН и хемокинов. Полное подавление продукции хемотактического протеина моноцитов и γ-ИФН наблюдалось при концентрации доксициклина 50 µМ. Воздействие препарата в данной концентрации приводило также к снижению выработки ИЛ-1β на 15%-22%, ИЛ-6 на 37%-41%, ФНО-α на 21%-25% и макрофагальных хемотаксических белков на 59%-61%.
Экспериментальные данные свидетельствуют, что доксициклин ингибирует коллагеназу и желатиназы и предотвращает усиление синтеза ММП под влиянием провоспалительных цитокинов [9]. 
Цель исследования состояла в изучении общей протеолитической активности в очаге повреждения и в периферической крови на этапах репарации ожоговой раны под воздействием ингибитора матричных металлопротеиназ доксициклина (в разных дозах). 
Материалы и методы. Изучение динамики уровня общей протеолитической активности (ОПА) под воздействием различных доз доксициклина выполнено в сыворотке крови и очаге термического поражения кожи животных (интактные – 24 особи, ожог без лечения – 24 особи, лечение доксициклином в дозе 2,5 в дозе мг/кг веса – 24 особи и лечение доксициклином в дозе 30,0 в дозе мг/кг веса – 24 особи; всего задействовано 96 половозрелых крыс популяции WAG, массой 200–250г, включая 72 - с экспериментальным термическим ожогом) на этапах репарации (7-е, 14-е, 21-е, 28-е сутки) ожоговой раны. Определение суммарной протеолитической активности в сыворотке крови и гомогенатах кожи проводили по методу Веремеенко К.Н. и Голобородько О.П. по количеству отщепленного аргинина. Количество аргинина, образовавшегося в результате реакции определяли по калибровочному графику с последующим расчётом её активности по специальной формуле [1].
При статистической обработке использованы лицензированные программные продукты (“ВMP”, “Excel”), что позволило обеспечить необходимый уровень стандартизации при статистической обработке результатов исследования [2, 14].
Результаты исследования и их обсуждение. Установлено, что в сыворотке крови животных, фармакотерапию которых проводили доксициклином, уровень ОПА достоверно отличался от аналогичного показателя животных контрольной группы (ожог без лечения) и колебался в зависимости от этапа репарации ожоговой раны. Так, на 7-е сутки после ожога уровень ОПА зависел от дозы доксициклина и в группе животных, фармакотерапию которых проводили доксициклином в дозе 30 мг/кг  он был достоверно (р≤0,05) ниже, чем среди животных без лечения и животных с меньшей дозой препарата (соответственно, (3,87±0,08) мкмоль/ч×л, (4,01±0,09) мкмоль/ч×л и (4,25±0,10) мкмоль/ч×л). При этом, отмечено, что использование доксициклина в суточной дозе 2,5 мг/кг  достоверно не снижает уровень ОПА (р≥0,05). На 14-е, 21-е и 28-е сутки после ожога уровень ОПА в сыворотке независимо от дозы доксициклина был достоверно (р≤0,05) ниже, чем в группе животных без фармакотерапии (рис. 3.1). Отмечено, что применение суточной дозировки доксициклина 30 мг/кг обеспечивает достоверные изменения уровня ОПА на этапах репарации ожоговой раны, тогда как снижение этого уровня под влиянием доксициклина у суточной дозе 2,5 мг/кг характеризуется такой же тенденцией, как и в группе животных без лечения, отличаясь от последней лишь несколько более низким уровнем.
Уровень ОПА в очаге термического повреждения кожи животных, фармакотерапию которых проводили доксициклином, на 7-е сутки фармакотерапии достоверно не отличался от аналогичного показателя животных без лечения (р≥0,05) и лишь к 14-м суткам зарегистрирован фармакотерапевтический эффект доксициклина, который не зависел от дозы препарата. Установлено, что доза доксициклина была значимой лишь на 21-е сутки фармакотерапии, что проявилось достоверно более выраженным снижением уровня ОПА в группе животных, получавших доксициклин в дозе 30 мг/кг, по сравнению с животными, фармакотерапию которым проводили доксициклином в суточной дозе 2,5 мг/кг (соответственно (4,35±0,17) мкмоль/ч×л и (2,61±0,08) мкмоль/ч×л). Однако, уже на 28-е сутки, независимо от дозы препарата достигнут одинаковый уровень ОПА в этих группах животных, причём, если без фармакотерапии он оставался достоверно превышающим показатель группы интактных (соответственно: (4,66±0,12) мкмоль/ч×л и (4,06±0,12) мкмоль/ч×л), то в случае применения доксициклина (независимо от дозы) он соответствовал референтным значениям.

Рис.1.Стандартизованные показатели общей протеолитической активности в очаге термического поражения и в сыворотке на этапах репарации ожоговой раны без фармакотерапии и при монотерапии доксициклином

Выводы.
1.Анализ общих тенденций изменения уровня ОПА по изучаемым группам животных свидетельствует о снижении ОПА, как в сыворотке крови, так и в очаге термического поражения. При этом, фармакотерапия доксициклином обеспечивает достижение к 28-ми суткам референтных значений уровня ОПА и в очаге, и в крови. 
2.Фармакотерапия доксициклином в суточной дозе 30 мг/кг веса отличается тем, что на всех этапах репарации ожоговой раны его эффективность (влияние на снижение уровня ОПА в очаге и в крови) прогнозируемая и более выражена; применение же дозировки 2,5 мг/кг характеризуется нестабильностью этого эффекта на этапах репарации ожоговой раны. 
3.Из значимых для фармакотерапии общефизиологических закономерностей течения репаративного процесса при термическом ожоге – выявлено исходно более высокий уровень ОПА в крови (по сравнению с очагом термического повреждения) и, соответственно, относительно большую динамику показателей ОПА именно в крови.
Перспективы дальнейших исследований связаны с проведением сравнительного анализа эффективности монотерапии доксициклином с препаратами с преимущественным антиоксидантным и анаболическим действием.
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фармакотерапевтичні эфекти інгібітору 
матричних металопротїназ на етапах репарації опікової рани: вплив на загальну протеолітичну активність в вогнищі пошкодження та в периферичній крові
Александрова А.В.
Харківський національний медичний університет
Резюме: Вивчені зміни рівня загальної протеолітичної активності (ЗПА) в сиворотці крові та в вогнищі термічного ураження тварин з експериментальним опіком (щури лінії WAG). Виявлено, що фармакотерапія доксицикліном забезпечує досягнення к 28-й добі референтних значень рівня ЗПА і в вогнищі, і в крові. При цьому, фармакотерапія доксицикліном в добовій дозі 30 мг/кг відрізняється тим, що на всіх етапах репарації опікової рани його ефективність (вплив на зниження рівня ЗПА в вогнищі та в крові) прогнозується та більш виражена; застосування ж дозування 2,5 мг/кг характеризується нестабільністю цього ефекту на етапах репарації опікової рани. Із значущих для фармакотерапії загально фізіологічних закономірностей перебігу репаративного процесу при термічному опіку – виявлено  исходно більш високий рівень ЗПА в крові (в порівнянні з вогнищем термічного ураження) і, відповідно, відносно більшу динаміку показників ЗПА саме в крові.
Ключові слова: інгібітор матричних металопротеїназ, загальна протеолітична активність, фармакотерапія, опікова рана

Pharmacotherapeutic  effects of  matrix metalloproteinase inhibitor   on the stages of thermal injury reparation: the affect on the common proteolitical activity in the injury area as well as in peripheral blood.
A.V. Aleksandrova
Kharkiv National Medical University
SUMMERY:  In this research the following issues were considered: the changes in level of common proteolitical activity (CPA) both in blood serum and in thermal injury area of the animals with experimental burn (rats of type WAG). It was discovered that pharmacotherapy with doxycycline provides the     achievement   of referent indexes of  CPA levels both in the thermal injury area and in blood by the end of 28 days. Moreover, pharmacotherapy with doxycycline  in daily dose 30 mg/kg differs by the following issues: on all the reparation stages of thermal injury its effectiveness (the affect on the decrease of CPA level ) is predictable and more obvious; the use of the dosage 2,5 mg/kg  is characterized by instability of this effect on the reparation stages of a thermal injury. Furthermore, initially higher CPA level in blood was revealed (in comparison with thermal injury area) and correspondently, relevantly higher dynamic of CPA indexes in blood mostly. This might become important for pharmacotherapy of common physiological regularities in reparation process of thermal injury.
Key words: matrix metalloproteinase inhibitor, common proteolitical activity, pharmacotherapy, burn injury. 




